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【研究目的】Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) は気道などの上皮細胞の形質膜に
発現する塩素イオンチャネルで, 膜発現異常や機能不全により難治性疾患である嚢胞性線維症 (Cystic 
Fibrosis; CF) や慢性閉塞性肺疾患 (COPD) を引き起こす．CF 患者に最も多くみられる遺伝子変異体 
ΔF508-CFTR は構造異常のためにチャネル活性持つにもかかわらず, 小胞体や形質膜に存在するタンパ
ク質品質管理機構によりユビキチン化され分解される．ΔF508-CFTR の膜発現異常はユビキチン化の亢
進に起因するため, ΔF508-CFTR に対するユビキチン化の選択的阻害は CF などの難治性肺疾患の治療
法として有効であると考えられる. 以前我々は ΔF508-CFTR のユビキチン化機構を包括的に解明する
ために, CF 患者由来気道上皮細胞 (CFBE 細胞) を用いたユビキチンリガーゼ siRNA 網羅的スクリー
ニングを行い，ΔF508-CFTR の膜発現を制御する LON protease 複合型ユビキチンリガーゼ (LON-E3) 
を同定した. 本研究は LON-E3 による CFTR 膜発現制御機構を明らかにするため, LON-E3 による
CFTR の分解機構の解析を目的とした. 
 
【実験方法】① CFBE 細胞における 未成熟 ΔF508-CFTR 発現量，安定性およびユビキチン化レベル
に対する LON-E3 ノックダウンの影響を Western blotting 法により検証した．さらに，LON-E3 のノッ
クダウンにより，形質膜 ΔF508-CFTR のチャネル活性が増加するかを調べるために，YFP quenching 
assay を行った．②  LON-E3 と  ΔF508-CFTR を  COS-7 細胞に  co-transfection し , LON-E3 の 
ΔF508-CFTR に対する発現量依存的な効果を過剰発現系の実験を用いて検証した. また, LON-E3 の基
質選択性の有無を調べるために，ΔF508-CFTR 以外の膜タンパク質 (WT-CFTR, T70-CFTR, TCRα) に対
する LON-E3 過剰発現の影響を Western blotting 法により検証した. ③ LON-E3 が持つドメインの役
割を調べるために, ドメイン欠損変異体を COS-7 細胞に transfection し,  ΔF508-CFTR に対する発現
量依存的な効果, 及び自己ユビキチン化に対する影響を検証した. ④ LON-E3 の細胞内局在を調べる
ために，HeLa 細胞に GFP- LON-E3 を transfection し，免疫蛍光染色法により解析を行った． 
 
【実験結果と考察】① CFBE 細胞において，LON-E3 ノックダウンは ΔF508-CFTR のタンパク質発現
量を顕著に増加させたが，その mRNA 量は顕著に増加させなかった．また，LON-E3 ノックダウンは 未
成熟型  ΔF508-CFTR の安定性やユビキチン化レベルには影響しなかった．従って，LON-E3 は 
ΔF508-CFTR を翻訳途中もしくは post-Golgi での分解を促進することで，その発現量を低下させる可能
性が考えられた． ② COS-7 細胞において，LON-E3 の発現量依存的に ΔF508-CFTR の発現量が減少
した．一方, WT-CFTR および T70-CFTR の発現量に対する LON-E3 過剰発現の効果は弱く，TCRα の
発現量には影響しなかった．従って，LON-E3 はある程度選択的に, 構造異常を持つ CFTR を認識する
と考えられた． ③ ドメインの機能解析の結果,  LON-E3 WT に比べて, ドメイン欠損変異体では
ΔF508-CFTR に対する効果は減少傾向にあった. 従って, LON-E3 が持つ domain 全てが ΔF508-CFTR 
発現制御に関与している可能性が考えられた. また, LON ドメインの欠損により自己ユビキチン化の減
弱傾向がみられたことから, LON-E3 は LON ドメイン依存的なユビキチン化制御を受けている可能性
が考えられた . ④  細胞内局在解析の結果，LON-E3 はオートファジー関連因子  LC3 および 
p62/SQSTM1 と共局在し，細胞質のユビキチン化タンパク質凝集体とも共局在した．Database 検索の結
果，LON-E3 は LC3-interacting region (LIR) を有する可能性を見いだした. 以上の結果より，LON-E3 は 
ΔF508-CFTR の分解の他に, オートファジー系においても機能する可能性が考えられた． 
